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Resumo
Os locos Rf1, Rf2 e Rf5 são responsáveis pela restauração 
da fertilidade em genótipos de sorgo em citoplasma A1. O 
objetivo desse trabalho foi mapear e validar marcadores 
moleculares associados com a restauração da fertilidade em 
genótipos-elite de sorgo do programa de melhoramento de 
sorgo sacarino da Embrapa Milho e Sorgo. Foram avaliados 
37 locos microssatélites (Simple Sequence Repeats, SSR) 
na região cromossômica dos locos Rf. Para o mapeamento 
foram utilizados 166 progênies F2 (CMSXS222B x BR505R) e 
para a validação foram utilizadas 90 famílias F2:4 (CMSXS157B 
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x BR505R). Apenas os marcadores localizados em uma janela 
de 47,4 cM, a qual inclui o loco Rf1, apresentaram associação 
com a restauração da fertilidade na população F2 (CMSXS222B 
x BR505R), tendo sido este loco mapeado entre os marcadores 
xtxp400 (50.751.457 pb e 87,7 cM, MACE; JORDAN, 2010) e 
xtxp105 (52.281.931 pb e 97,7 cM, MACE; JORDAN, 2010) no 
cromossomo 8. A predição do fenótipo de macho-esterilidade 
com base nos marcadores xtxp400 e xtxp406 foi bem sucedida 
na população F2:4 (CMSXS157B x BR505R), com uma taxa de 
correspondência com o fenótipo esperado de aproximadamente 
80%. Dessa forma, a seleção assistida a partir dos marcadores 
moleculares descritos neste estudo pode ser utilizada para 
o desenvolvimento de híbridos de sorgo pela identificação 
precoce de linhagens contendo genes de restauração da 
fertilidade.
Termos para indexação: Sorghum bicolor, locos Rf, marcadores 
moleculares, SSR, mapeamento genético, seleção assistida.
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Abstract
Fertility restoration loci, Rf1, Rf2 and Rf5, are responsible for 
fertility restoration in cytoplasm A1 of commercial sorghum 
genotypes. The aim of this study was to map and validate for 
breeding purposes molecular markers associated with fertility 
restoration in sweet sorghum genotypes. We evaluated 37 
microsatellites loci (Simple Sequence Repeats, SSR) located 
in the chromosomal regions harboring Rf loci. For the genetic 
mapping, 166 F2 progeny derived from the cross CMSXS222B 
x BR505R and 90 CMSXS157B x BR505R F2:4 families were 
used for validation. SSRs located within a 47.4 cM window 
encompassing Rf1 were the only ones associated with fertility 
restoration in the CMSXS222B x BR505R F2 population. Rf1 
mapped between markers xtxp400 (50,751,457bp and 87,7cM, 
MACE; JORDAN, 2010) and xtxp105 (52,281,931 bp and 97.7 cM, 
MACE; JORDAN, 2010) on chromosome 8. The prediction of 
the male sterility phenotype based on the genotype of markers 
xtxp400 and xtxp406 was successful in the CMSXS157B x 
BR505R F2:4 population, with 80% of accuracy. Thus, a marker 
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assisted selection process, based on the SSR markers validated 
in this study, can be used for the development of sorghum 
hybrids through the early identification of genotypes harboring 
fertility restoration genes. 
Index terms: Sorghum bicolor, Rf loci, molecular markers, SSR, 
linkage map, marker assisted selection.
Introdução
Restauração da Fertilidade em Sorgo
A produção de híbridos de sorgo é facilitada pela utilização 
do sistema de macho-esterilidade citoplasmática (cytoplasmic 
male sterility ou CMS). As plantas com CMS, ou linhagens A, 
são caracterizadas pela ausência do pólen funcional. Alguns 
genótipos, denominados restauradores ou R, possuem genes 
nucleares de restauração de fertilidade (fertility restoration 
ou Rf) que podem reverter o processo da CMS. Os genótipos 
que não possuem os alelos Rf dominantes são denominados 
mantenedores ou B (HORN et al.,  2014). O sucesso para a 
exploração desse sistema requer o entendimento detalhado dos 
mecanismos moleculares da macho-esterilidade citoplasmática 
e dos fatores que promovem a restauração da fertilidade 
(ROONEY, 2004).
A linhagem A apresenta citoplasma macho-estéril e os alelos 
recessivos para os genes nucleares de restauração da fertilidade 
(rfrf). A linhagem B é isogênica da linhagem A, diferenciando-
se apenas por possuir citoplasma fértil. A linhagem R também 
apresenta citoplasma fértil, porém apresenta alelos dominantes 
para os genes nucleares de restauração da fertilidade (Rf_), 
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permitindo a restauração da produção de pólen na formação de 
híbridos em cruzamentos com linhagens A. Portanto, do ponto 
de vista da CMS, a linhagem B e a linhagem R se diferenciam 
em relação ao loco Rf, apresentando alelos recessivos e 
dominantes para esses genes, respectivamente. Com base 
apenas no fenótipo, para a identificação de linhagens B e R são 
necessários cruzamentos testes com linhagens A e posterior 
avaliação dos híbridos F1 quanto à esterilidade ou fertilidade. 
Dessa forma, para a identificação visual de linhagens B e R são 
necessárias duas gerações, o que torna o processo demorado e 
trabalhoso (ROONEY, 2004).
A CMS é uma característica de herança materna em que o 
desenvolvimento do pólen ou deiscência da antera funcional 
é impedido, mas a fertilidade feminina é normal (PRING et al., 
1995). A CMS é atribuída a uma perturbação na interação entre 
genes mitocondriais e nucleares. Em geral, a CMS ocorre por 
causa de rearranjos no DNA mitocondrial, levando à formação 
de uma nova ORF (open reading frame) contendo fragmentos 
derivados de outros genes e/ou regiões não codificadoras 
(LINKE; BORNER, 2005; HORN et al., 2014). Essas alterações 
podem provocar modificações no perfil de expressão de genes 
homeóticos que estão relacionados com o desenvolvimento 
dos órgãos masculinos nas flores, levando assim ao fenótipo 
de macho-esterilidade (CHASE, 2006). O primeiro sistema de 
CMS em sorgo descoberto foi caracterizado como citoplasma 
milo (ou A1), em um background nuclear kafir. Outras fontes 
adicionais de CMS já foram descritas em sorgo. No entanto, 
A1 continua a ser o principal CMS utilizado para a produção 
de sementes de híbridos comerciais no mundo (REDDY et al., 
2008).
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A fertilidade masculina pode ser restaurada por uma série de 
genes nucleares denominados restauradores de fertilidade 
(fertility restoration ou Rf) (HORN et al., 2014). O primeiro 
gene de restauração da fertilidade identificado em sorgo, 
denominado Rf1, foi inicialmente mapeado no cromossomo 8 
por Klein et al. (2001), sendo posteriormente clonado (KLEIN 
et al., 2005). A análise da sua sequência evidenciou que a 
proteína codificada possui uma repetição de pentatricopeptideo 
(pentatricopeptiderepeat ou PPR), que cossegrega com o 
fenótipo de restauração da fertilidade. As PPRs possuem um 
domínio de ligação ao RNA e estão envolvidas em eventos 
pós-transcricionais de RNAs presentes em mitocôndrias e 
cloroplastos como edição, splicing, clivagem e transporte do 
RNA (LINNEWEBER; SMALL, 2008). Os marcadores ligados ao 
loco Rf1 foram úteis para predizer o fenótipo de restauração 
da fertilidade em progênies geradas pelo cruzamento com 
a linhagem RTx432, mas não permitem a classificação sem 
ambiguidade de todas as fontes conhecidas de restauração em 
germoplasmas-elite (JORDAN et al., 2010). Essas observações 
se devem à existência de pelo menos dois genes maiores de 
restauração da fertilidade no germoplasma de sorgo. Jordan 
et al. (2010) relataram o mapeamento de alta resolução do loco 
Rf2 no cromossomo 2 do sorgo, identificando marcadores 
moleculares que, quando utilizados em conjunto com os 
marcadores ligados ao loco Rf1, aumentam a confiabilidade das 
predições. Mais recentemente, Jordan et al. (2011) descreveram 
a existência de um terceiro loco de efeito maior, denominado 
Rf5, que possui a capacidade de restaurar citoplasmas do 
tipo A1 e A2. Além disso, foi caracterizada a presença de um 
loco de efeito menor no cromossomo 4, capaz de restaurar 
parcialmente a fertilidade em citoplasmas do tipo A1.
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Além de seu uso na alimentação animal, o sorgo vem 
adquirindo importância na participação no agronegócio de 
bioenergia. O interesse pela produção de etanol a partir do 
sorgo sacarino é crescente, tanto por parceiros nacionais 
quanto internacionais, em função da flexibilidade do sorgo 
para finalidades diversas. A Embrapa Milho e Sorgo lançou 
variedades de polinização aberta (BRS 506 e BRS 511) com altos 
teores de açúcar no colmo, as quais estão sendo utilizadas 
atualmente pelas usinas. Existem híbridos de sorgo sacarino no 
mercado, obtidos a partir do cruzamento de linhagens macho-
estéreis de sorgo forrageiro (de baixo teor de açúcar no colmo) 
com linhagens restauradores de sorgo sacarino (de alto teor 
de açúcar no colmo). Estes híbridos têm apresentado maior 
produção de massa verde, mas com teor de brix bem abaixo 
das variedades. 
No desenvolvimento de híbridos de sorgo sacarino é essencial 
que ambos os parentais do híbrido possuam açúcar no 
colmo. Diante deste problema o programa de melhoramento 
da Embrapa iniciou pesquisas para o desenvolvimento de 
linhagens mantenedoras (linhagens B) com alto teor de açúcar 
no colmo. Ao fenotipar as linhagens mantenedoras disponíveis, 
observou-se que todas tinham baixos teores de açúcar, sendo 
necessário o cruzamento com linhagens R, de altos teores 
de açúcar, para transmitir este caráter às linhagens fêmeas. 
Assim, para obtenção de linhagens B e A com elevados teores 
de açúcares torna-se necessário o cruzamento de linhagens 
B de sorgo granífero com linhagens R de sorgo sacarino, 
com posterior conversão da linhagem B em linhagem A, 
o que requer 6 ciclos de retrocruzamento pelos métodos 
convencionais. 
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O processo de obtenção de novas linhagens B e A com elevado 
teor de açúcar no colmo pode ser facilitado com a utilização de 
marcadores moleculares associados aos genes Rf, evitando-
se a necessidade de realização de cruzamentos-testes para 
determinação do fenótipo quanto à restauração da fertilidade. 
Dentro desse contexto, o objetivo desse trabalho foi mapear e 
validar marcadores moleculares associados com a restauração 
da fertilidade nos genótipos-elite de sorgo do programa de 
melhoramento de sorgo da Embrapa Milho e Sorgo.
Materiais e Métodos
Material Genético
Foram utilizadas duas populações derivadas do cruzamento 
entre linhagens B e R para a associação dos marcadores 
moleculares com a restauração da fertilidade em sorgo. Para o 
mapeamento foram utilizadas 166 progênies F2 (CMSXS222B 
x BR505R) e para a validação foram utilizadas 90 famílias F2:4 
(CMSXS157B x BR505R).
Fenotipagem
A fenotipagem da restauração de fertilidade na população de 
mapeamento foi realizada por meio de cruzamentos testes de 
cada progênie F2(CMSXS222B x BR505R) com a linhagem A 
macho estéril, CMSXS222A. Foram avaliadas de dez a vinte 
plantas por cruzamento-teste. O fenótipo das progênies foi 
dividido em 3 classes: i) progênies capazes de restaurar a 
fertilidade em todas as linhagens A do cruzamento-teste; ii) 
progênies que restauravam a fertilidade em algumas linhagens 
A do cruzamento-teste; e iii) progênies que não restauravam a 
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fertilidade nas linhagens A do cruzamento-teste. Na população 
de validação, a fenotipagem foi realizada avaliando-se de três 
a cinco cruzamentos testes de cada família F2:4(CMSXS157B x 
BR505R) com a linhagem A macho-estéril, CMSXS157A.
Extração de DNA
A extração do DNA genômico foi realizada a partir de oito 
discos foliares de 6 mm de diâmetro de cada progênie F2 
(CMSXS222B x BR505R) e de cada família F2:4 (CMSXS157B 
x BR505R). As amostras foram liofilizadas por 48 horas e a 
extração foi realizada em placas de 96 orifícios utilizando o 
aparelho GenoGrinder 2000, seguindo o protocolo descrito por 
Lana et al. (2010). Ao pó macerado foram adicionados 400 µL 
do tampão CTAB (2% CTAB; 0,2 M Tris-HCl pH 7,5; 1,4M NaCl, 
0,02 M EDTA pH 8,0; e 2% β-mercaptoetanol). As amostras 
foram mantidas em banho-maria a 65 °C durante 1 hora, com 
homogeneização a cada 15 min. Em seguida foram adicionados 
300 µL de solução de clorofórmio-octanol (24:1) e realizada 
a homogeneização por inversão por 30 vezes. O material 
foi centrifugado a 2.500 rpm por 5 min. O sobrenadante foi 
transferido para um novo tubo ao qual foram adicionados 300 
µL de isopropanol. As amostras foram mantidas em -20 °C por 
uma hora e posteriormente centrifugadas a 4.000 rpm por 5 
min. O sobrenadante foi descartado e o pellet foi lavado com 
200 µL de etanol 70%. O precipitado final foi seco em estufa 65 
°C e posteriormente ressuspendido com 100 µL de tampão TE 
contendo RNase A (10 mM Tris-HCl pH 7,5; 1 mM EDTA, pH 8,0; e 
0,1 µg/µL RNase A). Ao final as amostras foram quantificadas no 
NanoDrop 1.000 (Thermo Fisher Scientific, Worcester, MA).
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Amplificação dos Marcadores Microssatélites
Foram selecionados 37 marcadores microssatélites na região 
cromossômica dos locos Rf, sendo 20 ligados ao loco Rf1, 9 
ligados ao loco Rf2 e 8 marcadores que flanqueiam o loco Rf5 
(MACE; JORDAN, 2010). A reação de amplificação, com os 
primers fluorescentes, foi realizada com 50 ng de DNA, Tampão 
1X, 2,5 mM de MgCl2; 166 µM de cada um dos dNTPs; 0,2 µM 
de cada um dos primers e 0,5 U de enzima Taq DNA polimerase 
(Invitrogen, USA), em um volume total de 15 µL. Os ciclos de 
amplificação consistiram de uma desnaturação inicial a 95 °C 
por 2 minutos, seguida de 8 ciclos a 94 °C por 20 segundos, 60 
°C (-1°C/ciclo) por 1 minuto e 72 °C por 1 minuto, mais 35 ciclos 
de amplificação a 94 °C por 20 segundos, 53 °C por 1 minuto e 
72 °C por 1 minuto, com uma etapa final de extensão de 72 °C 
por 5 minutos.
Eletroforese e Genotipagem
Após as reações de PCR, os produtos da amplificação foram 
diluídos em água (1:100). O mix de injeção foi preparado 
com 2 µL de produto de PCR diluído, 0,3 µL de size standard 
GeneTAB500 (GeneID) e 9,7 µL de Tween 20 0,1%. As amostras 
foram desnaturadas a 94 °C por 5 minutos e imediatamente 
transferidas para banho de gelo. A eletroforese capilar foi 
realizada no Mega Bace 1.000 (Amersham Biosciences) 
utilizando como parâmetros de injeção 3 kV por 45 segundos e 
de corrida 10 kV por 75 minutos. Os resultados foram avaliados 
no software Fragment profile 1.2 (Amersham Biosciences).
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Teste de Segregação dos Marcadores Moleculares e a 
Restauração da Fertilidade
Os locos marcadores e o loco de restauração da fertilidade 
foram avaliados pelo teste qui-quadrado, considerando nível 
de significância (α) igual a 0,05. Primeiramente, foi verificado 
se cada loco apresentava segregação monogênica, como 
esperado para um loco codominante em uma população F2 
(proporção esperada de 1:2:1). Em seguida, foi verificado se os 
locos marcadores apresentavam segregação independente em 
relação ao loco de restauração de fertilidade.  
Mapa de Ligação
O mapa de ligação foi construído utilizando o programa 
Mapmaker (LANDER et al., 1987) e as distâncias genéticas foram 
estimadas utilizando a função de Kosambi (KOSAMBI, 1944). 
Para a formação dos grupos de ligação, foi utilizado o comando 
“group”, considerando os critérios LOD=3 e frequência máxima 
de recombinação θ=0,5. O ordenamento dos marcadores 
dentro do grupo de ligação foi realizado utilizando o comando 
“compare”.
Resultados e Discussão
Fenotipagem da Restauração da Fertilidade na 
População F2
A partir da fenotipagem da população derivada do cruzamento-
teste entre as progênies F2 (CMSXS222B x BR505R) com a 
linhagem A macho-estéril, CMSXS222A, foi possível verificar a 
segregação da restauração da fertilidade. Foram encontrados 
indivíduos capazes de restaurar por completo a fertilidade, de 
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restaurá-la de forma intermediária e de não restaurá-la (Figura 
1). Agrupando os fenótipos para essa característica em três 
classes, observou-se um ajuste a proporção 1:2:1 (χ2=1,18, 
p> 0,05), o que suporta a hipótese de que a restauração de 
fertilidade pode ser controlada por um único gene, com efeito 
codominante. A partir dessa análise, o fenótipo de restauração 
de fertilidade (Rf) foi codificado como um loco de característica 
codominante. Os genótipos que foram capazes de promover 
a restauração da fertilidade foram codificados como A; os que 
não foram capazes, foram codificados como B e os genótipos 
da classe intermediária foram codificados como H. Dessa 
forma, foi possível a utilização do loco Rf para a confecção 
do mapeamento genético juntamente com os locos dos 
marcadores SSR. 
 
Figura 1. Fenotipagem da restauração da fertilidade na 
população F2(CMSXS222B x BR505R).
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Identificação de SSR Polimórficos
A partir da amplificação dos 37 marcadores SSR, flanqueando 
os locos Rf, pôde-se observar que nos dois possíveis 
cruzamentos entre os genótipos do tipo B e R, 23 marcadores 
SSR eram polimórficos entre CMSXS157B/BR505R e 18 
marcadores SSR eram polimórficos entre CMSXS222B/BR505R 
(Tabela 1).
Tabela 1. Identificação de SSR polimórficos entre parentais B e 
R.
Loco SSR
Cromos-
somo
Posição física
CMSXS157B/
BR505505R
CMSXS222B/
BR505R
Rf1 xtxp294 8 46.084.445
Rf1 xtxp354 8 48.205.763 Polimórfico Polimórfico
Rf1 sam55637 8 48.269.600
Rf1 sam27631 8 48.567.496 Polimórfico
Rf1 sam60877 8 49.026.366
Rf1 sam59218a 8 49.369.121 Polimórfico Polimórfico
Rf1 sam60576 8 49.403.752
Rf1 sam70739 8 49.448.146
Rf1 sam39963 8 49.795.012 Polimórfico Polimórfico
Rf1 sam79559 8 50.088.816 Polimórfico Polimórfico
Rf1 sam69133b 8 50.090.804
Rf1 sam53611 8 50.111.865 Polimórfico Polimórfico
Rf1 xtxp018 8 50.508.547 Polimórfico Polimórfico
Rf1 sam35755a 8 50.508.749 Polimórfico Polimórfico
Rf1 xtxp321 8 50.508.816 Polimórfico Polimórfico
Rf1 xtxp400 8 50.751.479 Polimórfico Polimórfico
Rf1 xtxp406 8 50.784.559 Polimórfico
Rf1 xtxp250 8 51.000.244 Polimórfico
Rf1 gpsb123 8 52.281.926 Polimórfico
Rf1 xtxp105 8 52.281.951 Polimórfico
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Rf2 xtxp297 2 4.229.787 Polimórfico
Rf2 msbcir223 2 4.654.173 Polimórfico Polimórfico
Rf2 xtxp084 2 4.854.187
Rf2 xtxp050 2 5.079.990 Polimórfico Polimórfico
Rf2 xtxp654 2 5.432.024 Polimórfico
Rf2 sam69420 2 5.571.806
Rf2 xtxp616 2 5.668.263 Polimórfico Polimórfico
Rf2 xtxp304 2 Não definida Polimórfico
Rf2 xtxp611 2 6.538.561 Polimórfico Polimórfico
Rf5 xtxp065 5 1.907.547 Polimórfico
Rf5 sam41302 5 1.916.701 Polimórfico
Rf5 sam16562 5 3.442.912 Polimórfico
Rf5 xtxp094 5 3.442.840 Polimórfico
Rf5 xtxp112 5 3.909.814
Rf5 xtxp030 5 4.549.532
Rf5 mSbCIR248 5 4.746.172 Polimórfico Polimórfico
Rf5 xtxp303 5 Não definida Polimórfico
Mapeamento Genético da Restauração de Fertilidade 
em Sorgo
A partir do teste de qui-quadrado, realizado com o intuito de 
verificar se os locos dos marcadores e o loco de restauração 
de fertilidade segregavam na proporção de 1:2:1, foi possível 
verificar que 13 marcadores SSR segregaram como esperado 
para um loco codominante em uma população F2 (Tabela 2 e 3). 
Loco SSR
Cromos-
somo
Posição física
CMSXS157B/
BR505505R
CMSXS222B/
BR505R
Tabela 1 cont. Identificação de SSR polimórficos entre parentais 
B e R.
19Mapeamento e Validação de Marcadores Microssatélites Associados à Restauração 
da Fertilidade em Sorgo
 
 
Q
u
i-
q
u
ad
ra
d
o
 
FV
 
G
L 
xt
xp
29
7 
m
sb
ci
r2
23
 
xt
xp
05
0 
xt
xp
61
6 
xt
xp
61
1 
m
sb
ci
r2
48
 
xt
xp
30
3 
S
eg
re
g
aç
ão
 T
o
ta
l 
8 
16
,4
1 
19
,9
0*
 
13
,6
3 
72
,3
7*
 
14
,6
9*
 
12
,5
1 
8,
92
 
S
eg
re
g
aç
ão
 A
/a
 (
R
f)
 
2 
1,
42
 
0,
78
 
2,
13
 
1,
29
 
1,
47
 
1,
37
 
1,
51
 
S
eg
re
g
aç
ão
 B
/b
 (
S
S
R
) 
2 
9,
58
* 
14
,4
4*
 
5,
71
 
70
,5
7*
 
10
,7
1*
 
5,
60
 
4,
03
 
S
eg
re
g
aç
ão
 c
o
n
ju
n
ta
 
4 
5,
40
 
4,
68
 
5,
79
 
0,
51
 
2,
51
 
5,
54
 
3,
37
 
 Ta
b
el
a 
3.
 Te
st
e 
d
e 
se
g
re
ga
çã
o
 in
d
iv
id
u
al
 e
 c
o
n
ju
n
ta
 d
o
s 
m
ar
ca
d
o
re
s 
m
ic
ro
ss
at
él
it
es
 li
ga
d
o
s 
ao
s 
lo
co
s 
R
f2
 e
 R
f5
 c
o
m
 a
 r
es
ta
u
ra
çã
o
 d
e 
fe
rt
ili
d
ad
e 
n
as
 p
ro
g
ên
ie
s 
F 2
 d
er
iv
ad
as
 d
o
 c
ru
za
m
en
to
 
d
e 
C
M
S
X
S
22
2B
 x
 B
R
50
5R
.
* 
si
gn
ifi
ca
ti
vo
 a
 5
%
 d
e 
pr
ob
ab
ili
da
de
Ta
b
el
a 
2.
 Te
st
e 
d
e 
se
g
re
ga
çã
o
 in
d
iv
id
u
al
 e
 c
o
n
ju
n
ta
 d
o
s 
m
ar
ca
d
o
re
s 
m
ic
ro
ss
at
él
it
es
 li
ga
d
o
s 
ao
 lo
co
 R
f1
 c
o
m
 a
 r
es
ta
u
ra
çã
o
 d
e 
fe
rt
ili
d
ad
e 
n
as
 p
ro
g
ên
ie
s 
F 2
 d
er
iv
ad
as
 d
o
 c
ru
za
m
en
to
 d
e 
C
M
S
X
S
22
2B
 x
 B
R
50
5R
.
 
 
Q
ui
-q
ua
dr
ad
o 
FV
 
G
L 
xt
xp
35
4 
sa
m
59
21
8a
 
sa
m
39
96
3 
sa
m
79
55
9 
sa
m
53
61
1 
sa
m
35
75
5a
 
xt
xp
01
8 
xt
xp
32
1 
xt
xp
40
0 
gp
sb
12
3 
xt
xp
10
5 
S
eg
re
ga
çã
o 
To
ta
l 
8 
12
6,
38
* 
16
4,
89
* 
17
2,
62
* 
18
4,
95
* 
14
8,
09
* 
21
2,
80
* 
20
2,
00
* 
21
8,
07
* 
19
6,
78
* 
84
,2
7*
 
99
,5
4*
 
S
eg
re
ga
çã
o 
A/
a 
(R
f) 
2 
1,
10
 
1,
41
 
1,
51
 
1,
83
 
0,
78
 
1,
70
 
1,
22
 
1,
29
 
1,
83
 
1,
05
 
1,
15
 
S
eg
re
ga
çã
o 
B/
b 
(S
S
R
) 
2 
9,
21
* 
0,
12
 
0,
95
 
1,
87
 
4,
80
 
1,
94
 
1,
21
 
1,
09
 
0,
79
 
0,
80
 
2,
39
 
S
eg
re
ga
çã
o 
co
nj
un
ta
 
4 
11
6,
07
* 
16
3,
36
* 
17
0,
16
* 
18
1,
25
* 
14
2,
51
* 
20
9,
17
* 
19
9,
57
* 
21
5,
70
* 
19
4,
16
* 
82
,4
2*
 
95
,9
9*
 
 *
 s
ig
ni
fic
at
iv
o 
a 
5%
 d
e 
pr
ob
ab
ili
da
de
20 Mapeamento e Validação de Marcadores Microssatélites Associados à Restauração 
da Fertilidade em Sorgo
Com base no teste de qui-quadrado realizado para verificar a 
existência de segregação independente entre cada marcador e 
o loco que controla a restauração da fertilidade na população 
F2(CMSXS222B x BR505R), foi possível concluir que apenas os 
marcadores realmente ligados ao loco Rf1 apresentaram desvio 
significativo em relação à segregação independente com o loco 
da restauração da fertilidade na população avaliada (Tabela 
2 e 3). Esses locos foram selecionados para realização da 
construção do mapa genético mostrado na Figura 2.
Figura 2. Mapa genético na região que flanqueia o loco Rf1. 
O mapa foi confeccionado utilizando os locos marcadores 
microssatélites (em preto) e o fenótipo de restauração da 
fertilidade, codificado como loco codominante (Rf1, em 
vermelho).
Os marcadores xtxp400 e xtxp105 estão localizados no 
cromossomo 8 nas posições físicas de 50.751.479pb e 
52.281.951pb, respectivamente. Esses marcadores flanqueiam 
a região do loco Rf1 (aproximadamente 50.762.000pb), 
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evidenciando controle genético da restauração de fertilidade 
na linhagem BR505R por meio do loco Rf1. Os resultados 
de mapeamento aqui descritos corroboram com os dados 
obtidos por Klein et al. (2005) em que, por mapeamento fino, 
foi possível identificar genes candidatos e clonar o gene Rf1 
localizado na região flanqueada pelos microssatélites xtxp400 e 
xtxp406 (posição física 50.784.559 pb).
Validação dos Marcadores Moleculares
Para a validação dos marcadores moleculares ligados ao loco 
Rf1 com a restauração de fertilidade foram genotipadas 90 
famílias F2:4 derivadas do cruzamento de CMSXS157B x BR505R. 
Essa população foi genotipada utilizando os marcadores 
xtxp400 e xtxp406, que flanqueiam o loco Rf1 (Tabela 1). Das 
90 famílias avaliadas, 39 apresentaram os alelos derivados da 
fonte de macho-esterilidade. Essas famílias foram selecionadas 
para a fenotipagem (Figura 3). Das 39 famílias fenotipadas, 30 
apresentaram-se como macho-estéreis, correspondendo a um 
acerto de 77% a partir da predição molecular. Essa porcentagem 
de indivíduos estéreis é bem superior ao esperado em uma 
população F2:4 sem nenhum processo de seleção (43,75%), 
o que evidencia a eficácia da utilização dos marcadores 
moleculares como ferramenta para acelerar o processo de 
obtenção de linhagens B pelo programa de melhoramento de 
sorgo sacarino da Embrapa Milho e Sorgo.
Diante da porcentagem de acerto da predição molecular na 
restauração da fertilidade, sugere-se a existência de outros 
locos de efeito menor que podem levar à restauração parcial 
da fertilidade, como aqueles encontrados por Jordan et al. 
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(2011) no cromossomo 4. Além disso, existe a possibilidade de 
reversão da macho-esterilidade em alguns genótipos de sorgo.
 
Figura 3. Fenotipagem das famílias F2:4 (CMSXS157B x BR505R) 
retrocruzados com CMSXS157A.
Conclusões
Foi possível verificar associação entre marcadores moleculares 
ligados ao loco Rf1 com a restauração de fertilidade proveniente 
da fonte BR505R. Os marcadores SSR que flanqueiam a 
região do gene Rf1 (aproximadamente 50.700.00 pb) podem 
ser utilizados no programa de melhoramento para acelerar 
o desenvolvimento de linhagens A/B, utilizando a seleção 
assistida por marcadores moleculares. Com essa ferramenta 
será possível fazer uma pré-seleção de plantas A macho-
estéreis, e sua linhagem B correspondente, devendo-se 
a continuidade da esterilização ser realizada apenas nos 
genótipos que apresentem as marcas desejadas. Dessa forma, 
esperamos aumentar o número de híbridos desenvolvidos pelo 
programa de melhoramento de sorgo sacarino da Embrapa 
Milho e Sorgo e, assim, consolidar sua competência na oferta 
de produtos superiores.
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